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なされるようになってきた。その中の重要なもののーっとして， Hobbi e 
et al. (1977)による蛍光顕微鏡を用いた直接検鏡法の開発があげられる。








らかになり (Hobbieet al. 1977. Porter & Feig 1980) ，海洋環境の微
生物群集に対する認識の変更が迫られることになった。
水圏の食物連鎖という観点からみた場合，植物プランクトンよりも体
組成中の窒素含有比が高く (Banse1974. Fukami et al. 1981) ，栄養価
が高い細菌が，動物プランクトンにとって重要な食料となっているのでは
ないかという考え方は以前からあり (Fenchel& Harrison 1976. Fenchel 
1984) ，懸濁粒子の分解過程において付着細菌の増殖が結果的に懸濁粒子
の窒素含有比を高くし，栄養価を高めているという報告もある (Harrison
& Mann 1975. Fukami et al. 1981. 1985)。その場合も生態学上重要な
のは付着細菌であり，浮遊細菌の重要性は認識されてはいなかった。しか
し，Fenchel (1982)は体長 5-10μ m程度の従属栄養性微細鞭毛虫
(Heterotrophic nanoflagelate. HNF)が，細菌補食者，特に浮遊細菌補
食者として食物連鎖上の重要な地位を占めていることを明らかにし， i微
生物食物連鎖 (rnicrobialfood chain) Jにおける一次生産者としての浮
遊細菌の重要性が改めて評価されるようになってきた (Azamet al. 19 
83. Sicburth 1984) 0 rci]時にこれら HNFが海洋環境中に多数存在し， しか
も向い細閣補食活性を持っていることから，餌としての浮遊細菌もかなり
尚い細l羽生産活性を持っていなければならないことが示唆された (Mac-
Manus &Fuhrman 1988. 今井 1990)。また，外洋環境を含むほとんどの海
以で，従属栄養細菌の生産活性が，その水域の植物プランクトンの光合成





えiは般強く残っており (Slcvenson 1978. Mor i ta 1985. 1986) ，実際の海
洋環境において従属栄養活性の主体となっているのは数閉的には少数派で
ある付む細菌であろういう品 (Marsha11 1979. Kje11eberg et al. 1987) 





菌・であろうと主張している (Hodsonet a1 1981. Wangcrsky 1984)。





ど基がみられないということが外洋海域 (Kar1 et al. 1988)および室内
実験 (Jacobsen& Azam 1984)で観察されており，また海洋環境中の沈降
粒子の分解・可溶化にも浮遊細菌が大きく関与していること (Cho& Azam 
1988.)などから，細菌の生停戦略として f自然環境中の浮遊細菌は飢餓状
態にあり，増殖しておらず，懸濁物に付着した際にのみ増殖を開始する J




DOMを活発に利用していることも示している (Tabor& Neihof 1982. 
Do u g 1 a s e t a 1. 1 98 7)。
このように，海洋環境， とりわけ外洋低栄養海域では浮遊細菌が現場
細菌群集による従属栄養活性の主体者であり，一次生産者として海洋生態




solved organic carbon. DOC)喧にして 0.4-0.7mgC/lときわめて低く
(Menze 1 & Ryther 1970) ， しから実際に従属栄養細幽群に利用可能な有
機物は，その 20-50%であると推定されている (Ishidaet al. 1977. 
Scrvais et al. 1987.1989)。それにもかかわらず，従来，海洋細菌の研










はいまだ峰養に成功していない事が示唆されている (Giovannoniet al. 
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Shimp 1914. Mallory et aJ. 1977. Yanagita et al. 1978) 0 Akagi et 








によって細l岩を計数する方法 C4 C-MPN法)を考案した。湖水域 (Ishida
et al. 1980)および外洋海域 (Ishidaet al. 1986)においてこの刀法を
用いて細l羽目十数を試みた結果，得られた生菌数は，高栄養窓天手阪培地や




養細菌を高栄益紬崎 (eutroph)，通性低栄養細菌 (facultativc01 igo-
t roph) ，偏性低栄養細菌 (obligateoligolrOph)の 3群の細菌に分けて
計数することが司能である。沿岸域などの富栄養海域では高栄養細幽'と通
性低栄養細闘が優勢であり，外洋などの低栄養海域では偏性低栄養細菌が












れも想天あるいはフィルター上にコロニーを形成する細硝 (Akagicl al. 
1980a. b. Carlucci ct al. 1986. 1987)で，外洋環境では優占純と認め
られないもの (IshidaCl al. 1986. Eguchi是 Ishida1990. iJ.U 1990) 






































数して，全細l剥数との比中から増殖速度を計算する}j法〉や， CO ， S04な
どの同化述!立から生産i卓皮を見積る方法などの種々の方法が1m党されてき
fこ (Hagslrむmcl al. 1979. Overbeck 1979. Jordan & Likens 1980. 
Riemann & Sondcrgaard 1984)。特に，細菌の DNA合成のIvi~物質である
チミジンをトレーサーとして用い DNA合成活性や細菌生産活性を見蹴るチ
ミジン法 (Fuhrman& Azam 1980)はその簡便さ，理論的根拠句町j磁:さか占
多くの研究者によって椋々な海域で応用されてきた (Roscnbcrgcl al. 



















Stn.28はマジ z ロ環礁の湾[.J部から約 12km離れた地点で，水深は 1860m
であった。 Stn.MAはマジエロ環礁を構成する島に最も近いサンゴ礁域であ
った。採水は 1988年 3月5日 16:00および 6日 1: 00と 15:00の 3回に分
けて行われ，それぞれ Sl n s.MA 1. MA 2および MA3とした。 MA1および MA3は
引潮時であり， MA2は品ち潮時であった。 Stns.MB.MC. MDおよび MEの採
水は 3月7日 14:40から 14:50の聞に行われた。ポナペ島の各採水地点は本






















速度 (Td R[tN><) と， 熱 TCωAイポに熔l州曲尚l分への

















捕集し， 5%の冷 TCA水熔液で数凶洗浄した後， ガラスパイアルにいれ，液
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[2X 10'き][チミジン同化話 (mol/ml/h) ] 
(Fuhrman & Azam 




































































































dol e)染色による L{i俊検鋭法でおこなった (Porter& Feig 1980)。ぷノk
は中性ホルマリンで同定(最終濃度 4%) した後， DAP 1を蚊終濃度 O.5 
μg/mlになるように添加し，暗所で 5..10分間静置した。あらかじめスタ.
ンブラックで染色し，ろ過蒸留水 (0.2μm)でよく洗浄しておいた O.2 
μmヌクレオポアフィルター上に，上記 DAPI処理した迎叶引のd水を 1.. 
3ml捕集し，すみやかに無蛍光イマージョンオイル (NIKON社)でスライド




Sea Water. ASW) 1 I Iこトリプティケース (BBL)0.5gおよひ両手付エキス
(Difco) 0.05gを添加したものを高濃度有機物培地 (STIO・1 府地〉とし，
この培地に寒天を1.2%添加したものを ST10・1寒天培地とした。 ASW(江





社製〉でろ過して使則した。七J己の STI0・1培地をろ過 ASWで 1000f告にお
釈したものを，低濃度有機物培地 (ST10-4培地)とした。それぞれの明地





最確数 (MostProbable Number. MPN)法の手li闘は以ドのji!!りである
採取した計数JHGIt /1<は冷厳保存し. 3時間以内に実験に供した。オートクレ
ーブしたろ過 ASWをmいて試水を!順次 10倍希釈し，原液を含む 5段階の各
希釈j夜を 0.1mlづっ各 5ノド立ての STIO・d培地に接種した(一次f主将)。ま
た各希釈段階についてホルマリン(最終濃度 4%)で国定したぷ料を[nJ憾
に接穂し， これを守;.ut験とした。 4週間，現場水温，暗所で静罰培養を行っ
た後，ぷ料の一部(1 m 1)をl:ocの DAPI直接検鏡法によって計数し，空試
験1ti 3倍以上のu十数怖を~!~たものを「増殖あり」と判定した。また. oAH 
の 部(O. 1 m 1)はST10 I培地に二次接種し，二週間培養後.m舶の有無を
肉眼で嵐jりのイi無によって判定した。
以上の悌作から，それぞれ増殖の見られた試験管の本数をお釈段|情ご
とに求め， Taylorの点 (Taylor1962)から MPN計数値を求めた。 ST10 4 
培地へのー次接持によって得られた MPN値は，低濃度有機物培地で用組可
能な細菌群を，;1数したものであり，通性低栄養細菌 (Facultative
01 i gotroph. FO) と{向性低栄建細菌 (Obligateoligotroph. 00)を合dし





各採水地点の DOC盟， クロロフィル a霊，全細菌数，および MPN法に
よる低栄養細l拘計数値を Table2-11こ示した。 Stn. 28を含む外洋ノドの DOC
量はおおむね 1....2mgC/lで，マジェロ環礁の各採水地点のうち湾U部の
Stns. MDと MEではそれぞれ 0.82，o. 64mgC/lと外洋水とほぼ間程度の低い
値であったo 対照的にマジェロ環礁内の湾奥部 (Stns.MBと MC)およびサ
ンゴ礁域 (Stn.MA)の DOCfilは 2mgC/1以上であり，ポナペ島のサンゴ礁
(据礁〉域のそれと向織に高かった。ポナペ島の採水地点は全体的にかな





Table 2-1 ~Iclerial profiles， chlorophyll-a conlenls 町吋 欧文∞nl~nls in 
pelagic wnt('r， Hnjcro atoll and Ponar噌 watcr. 1'0: munber of toll¥l 01 igolroph. 
FO: numh<、r of fl¥cultl¥live oligOlroph. ∞パひ:1100 I1・'0/'1'0))x 100. [);¥PI・閃:
lotal bactPT・inlnumber counlcd by di問 ctcount with DAPI stain. Chl.1¥ r.('fcr何1
lo "Pn-l imi nl¥r")'阪、portof Thc Ill¥kuho ~11\t引 Cruis(' 1¥11・88-1
Station Ocplh τ'0 FO αD/1'O D川、I-OC 以x: Chl.n 
(/m.l ) l/lIU ) (X) (/ml) (11ぼC/l)(u耳11)
Pclagic wl¥tl'r 
2.3 x 103 2.3 x 102 8.3 x 105 Stn.28 Orn 90.0 0.86 O.OG 
10rn 1. 7 x 103 1.3 x 103 23.5 1.3 x 106 1.71 O.OG 
20m 3.3 x 102 2.3 x 10 93.0 8.6 x 105 1.3.1 0.05 
30m 1.3 x 103 2.3 x 102 82.3 r..2 x 10:l 1.3G 0.0!i 
50m 4.6 x 102 2.3 x 10 95.0 8.:1 x 105 1.2.1 0.0日
Sln.23 Om 1.3 x 103 1.7χ102 86.9 8.1 x 105 1.02 
Stn.25 伽n 7.9 x 102 1.3 x 102 83.5 8.1 x 105 0.9G 
!-!ajero 
4.9 x 103 2.3 x 103 9.5 :<105 HAI Om 53.1 2.16 
HA2 Om l. 7 x 104 1.3ヌ 104 23.5 1.4 x 106 2.25 
MA3 Om 2.3 x 103 2.3 x 103 0.0 9.7 x 105 2.15 
ト他 Om 4.9 x 103 -1.9 x 103 0.0 t. 2 x 10G 2.09 
~Kご 伽n 1.7叉 104 7.0 x 103 58.8 1. 1 x 106 2.011 
MI) Om 2.3 x 103 7.9 .x 102 G5.7 8.0 x 105 0.112 
トfE α司 7.9 x 103 1.3 .x103 83.5 1.0 x 106 0.6-1 
Ponapc 
2.2λ103 1.1 x 106 PAI Om 1. 2 x 104 81.7 I.GG 
PA2 Om 7.9 x 103 3.3 x 103 58.2 7.8 x 105 1. 95 
PO Om 2.3 x 103 1.7 x 103 26.1 8.8 x 105 2.7.1 0.10 
rc Om 7.ox102 .1.6 x 102 3.13 1.0 x 106 1.% o.n 
PD Om .1. 9 x 103 I.!l x 103 0.0 I.G x 106 2.17 O.:I!l 
PE Om 2.2 x 103 1.7 .'¥ 103 22.7 1.1 x 106 2.0.1 0.27 
l>r 命n 4.6 x 103 1.8、103 60.9 1.3 x 10G 4.2G 0.57 
I司3 αn 1.4 x 104 1.1 x 103 92.1 1.1叉 106 4.65 0.06 
外洋海域では全低栄養細 r~llr数 {l自らポナペ j;3 やマジェロ開閉:のそれと











(mg C / 1)






Fig. 2-2 Vertical profile of bacterial productions (BP) 
and dissolved organic carbon (1X)C) contents at Stn.28. 
チミジン法によって見積もられた各地点、の細l岩生産活性および DOC虫
をドig. 2-2と Fig.2-3に示した。外洋の誠水とマジエロ環礁の湾口部のd
Jj(の細 l満生産活性はが~ 5. 0 x 10 ce 1 s/m l/hであった。一方，サンゴ割引或で
は全体的に細菌j_t:fIT活性は高く，ポナベ島の裾礁域では鼠も低い外紙部の
Stn. PAlで 9.3x 10'cclls/ml/hであり，烏に最も近い地点 (Stn.PG)で故
尚であ った (2.6x 10"cells/ml/h)。全体的にみて DOC量と細菌生産活性
のItJには正の相関関係が見られた (r=0.67) (Fig.2-4)。各採水地点の
チミジンの DNA両分への同化速度 (TdR..h..)を横軸に， ロイシンのタンパ
ク ~111hi分への同化述皮(Leup・I t)を縦軸にプロットしたところ
(ドig.2-5)，ポナペ.Uの試水のような比較的 DOC1tl:がl:3く，細l酒生産活性




















































Fig. 2-3b Profiles of bacterial productions (BP) and 
dissolved organic carbon (~児) contents in Ponape. The 
location of each sampling points was shown on Fig.l. PA1 
and PA2 samples were collected on March 14 and 15， 1988 at 
Stn.PA respectively. 
-15-







Fig. 2-3a Profiles of bacterial productions (BP) and 
dissolved orぢaniccarbon (民文)contents in Majero atoll. 
The location of each sampling points was shown on Fig.1. 
MA2 and MA3 samples were collected at 11: 40 (ebbing) and 
15:00 (flowing) respectively on March 5， 1988 at Stn.MA. 
世 14-
S tn. 28とマジ z ロ環礁内の各試水について，
へのロイシンのl[j化速度(Lcu.日。
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Incubotion Time (h) 
Fig. 2-7 3H-leucine assjmilation inlo hhole cell (・)i'l.nd 
lncOn氾 ratedinto hot TCA in只olublefr舟clion (0). ¥¥atE'r 
弓ample¥.，ras <.:ollected Rt St.n. 31( 50~ G' '¥， 165・01• E) on ~Iarch 9. 
]988. 
A考察














同化速度を求め. Fuhrman & Azam (1982)によって，理論的に導き出され
た，変換式から細菌生産速度を算出したと乙ろ，外洋海域の試水では
1.4X10 cells/ml/h (Stn.28の 50m層)から 9.4x 10 'cells/ml/h 
(Stn.28の 10m層)で，その平均値は 5.2x 10?cells/ml/hであった。 一方，
ポナペ臼の裾礁域では. 9. 3 x 1 0 'c e1 1 s /m 1 /h (S t n.P A 1 )から 2.6x10モ
cells/ml/h (Stn.PG)で，平均値はl.OX10<'cells/ml/hであり，外洋海域
のそれと比較して 1桁から 2桁ほと高かった。マジェロ環礁域では，湾口
部 (Stns.MDと ME)の DOC量と細菌生産速度は外洋のそれの値に近く，湾
















られており， Co I e e t a 1. (1 988 )は過去に各地で行われた実験のデータを
解析し，細菌の生産活性と一次生産活性との間に正の相闘があることをは
出した。また， Kirchaan et a1. (1986a)は現場の溶存態有機物 (DOM)fi't 
の変動かより LO接的に細菌生産活刊を制御していると述べている。今戸]の
実験でも DOCfitと DNA合成活性との聞には止の相関が比られた (r 0.67， 
p<O.OI)。しかし， DO C/Jtが沿岸j!J1:よりも低い外洋海峡 (Stn. 28)では，
細 l担 Bf~長による DNA合成活性が低いにも関わらず，熱 TCA不治 Idll分へのロ
イシンの同化活性，つまりタンバク質の合成活性が比較的高い納で維持さ
れていた。このことは， Kirchmanらが沿岸域の細菌群集で観察しているよ
うな DNA合成とタンバク質合成の間の向調性 (Kirchman et al. 1986c. 






growth の状態になった。 ② 外洋海水ではほとんとの細的が飢餓状態
にあり，増殖能力は失っているものの，有機物を代謝する能力は保持して
いる。 ③ 外洋海水では，実際は DNA合成を行っているものの環境中の
チミジンを取り込めないために見かけ上 D~A合成が起こっていないように









時の細l通細胞の状態を runba lanccd growth J という (Kirchmanct a1. 
20-
a 
198~ Chin-Leo & Kirchiman 1988)。しかし，細閣がこのような状態にい
たるためには，細1舗の噌殖速度の変化を引き起こすような環境変化， j9tJえ
ば有機物濃度の変化，が生じなければならない。今回の実験の場合.高分
子合成活仰を調べるためにトレーサーとして， ~ 1 -ロイシンを最終濃度
5nMの濃度になるように添加した。一般に外洋海;J<中には数nMから数卜nMの
熔存態のロイシンか存在していると報告されており (Lee島 sada1975. 
Eguch i島 Ishida1990) ， 5nM粍度のロイシンの添加は細閣をとりまく有機
物環境にそれほど大きな変化を号えたとは考えられない。その他にも，
30mmφ のぷ験管を反応容器として実験1;用いたことによるボトル効果














る細菌もほぼ同じ割合で検出された (Fuhrman& Azam 1982. Tabor & 
Nci hof 1982)。 それに対して， Nova Scotia仲合い海域での実験では









細菌数の減少はそれほとでもないという報告がある (Amyet al. 1983. 










えられないという怠見 (Azam& Cho 1987)や，外洋環境中でも子怨以上に
活発な細菌生産活性か行われているのではないかという報告もある




























(Akagi 1980a. Davis & Robb 1985. Ishida et a1. 1982. Albertson et 
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Fig. 2-8 Scherr冶七icmodel of substrates incorporation into 
cell com戸 nents(protein and DNA) of bacterial assemblages 



































































られたものである (Novitsky& Morita 1976. Jones & Rhodes-Roberts 






















培地である ST10 4培地を用いた希釈法を繰り返す官によって 1 -菌株 〈ク





試水はあらかじめ 4500C. 1. 5時間の燃焼処理を施して有機物を取り除いた












Fig. 3-1 Location of sampling 





際に ST10 ~培地では増殖が確3. されたにもかかわらず STI0 I培地では白
加するまでの増殖が確認されなかった試験管を選び，それを最大希釈した
d験管には計算上約 1--50cells/mlの細薗が含まれているように滅菌 ASW
(熟成海水.第 H章参照)で1/102，1/103， 1/104， 1/10'に希釈した。各
希釈段階の試料を 5本立ての STI0イ培地 (2ml)にそれぞれ O.1m 1づっ接
持した。 150Cで 4週間培養した後，直径検鏡法で 5x10'5cells/ml以上の増
殖が認められた試験管の中でなるべく希釈段階が高い試験管について， も
















本実験では，天然海水を熟成させた熟成海水 (AgedSea Wa ter. ASW) 
と，人工海水 (NineSalt Solution. NSS. Marden et al. 1985)を基礎培
地として使用した。 ASWは第日市の方法で作成し，その DOC電は1.3-
1.7mgC/l (平均1.6mgC/1)であ った。人工海水(NSS)の無機出類組成は，
NaCl 17.6g; Na2S04 1. 47g; NaHC03 0.08g; KCl 0.25g; KBr 0.04g; 
MgC12・6H201. 87g; CaC12・21、o0.41g; SrCl:・6H 2 0 O. 0 1 g ; H BO勺
0.01g;である。以上 9種類の塩類を超純水 (Nanopure II; Barnstead社)
1 1 Iこ溶解した。調製時の pHは約 7.4であり，オートクレーブ後もさほ
ど変化はなかった。 NSSの DOC畳は 0.73mgC/1であった。なお使用したガラ




性低栄養細菌 KE10株の増殖を調べるため，まず ASW1 1 にトリプティケ
-30-
ース (BBL) 5gと，酵母エキス (Difco) 0.5gを添加し ST100培地を調製
し，これをASWで10倍， 100倍. 1. 000倍および 10.000倍に希釈して、それ
ぞれを STlO-I培地.ST10・2培地. ST10 培地および STI04培地とした。
STI0白培地に相当する NSSTI00培地は，NSS 1 1 Iこ ST10白培地と同慢のトリ





10'" ce 1 s/m 1)を各濃度の ST10n培地または NSSTlOn培地に初期細i週密度
が約 104cells/mlになるように接種した。培養は 150Cあるいは 20oC，暗
所で静置培養し，24-48時間間隔で各々の培地から数 mlを採取し， DAPl 
5長色による直接検鏡法によって細菌の計数を行った。




間間縞で数 mlの試水を採取し. DAP 1法で組菌計数を行った。
結果
各採水自のChl-a!it. DOC量，全細菌数 (Tota1count. DAPI-DC)およ
び MPN法から得られた全低栄養細菌数(Totaloligotroph. TO) と，適性
低栄養細菌 (Facultativeoligotroph. FO)数を Tab1eト1に示した。い
ずれの採水日でも低濃度有機物液体培地を用いた MPN法によって全細幽数
の約 10%の計数値が得られ， しかもその大部分(> 85%)は偏性低栄養
細菌 (Obligale01igotroph. 00)であった。
偏性低栄養細菌は上記希釈法により 11菌株の分離に成功した (Fi g.3 
-2) 0 KI-6. Kト11. Kト12. Kト13. Kト14および Kト15の 6菌株は 1985年
5月の採水時に，K189A. K189B. K189C. KI89Dおよび KI89Eの 5菌株は
-31由
Table 3-1 Bacterial number， DOC and Chl.a contents of sea 
water sarnples of Stn.l (50m) in Wakasa Gulf. Chl.a: 
chlorophyll a，以X:::dissolved organic carbon， DAPI-以::
number of total bacteria counted by direct counting method 
with DAPI stain， TO: number of total oligotroph， FO: number 
of facultative oligotroph，∞: obligate oligotroph，∞パひ:
l-(FO/TO} 
1989年 6月の採水時に分離された。いずれも非常に小さな短梓薗であり，




Chl. a (ugl l) 0.14 0.22 
以)C(mgC/1) 1.05 1. 26 
Bacterial number (/ml) 
DAPI-I)C 4.7 x 105 5.6 X 10;) 
TO 4.7x104 6.2 ¥. 10-1 
TO/DAPI-{)(， 0.10 0.11 
FO 7.0 x 103 . 1. 9 x 103 
∞パロ 0.85 0.92 
、
lー
• ‘- • 
‘・ • ， 
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Fig. 3-2 Epifluorescence microscopic photograph of 
obligate oligotroph， KI-15， with DAPI (4'6-diωnidino-2巴
phenylindole) stained. 
Fig. 3-3 SEM photographs of obligate oligotroph (KI89C) 






曲線を Fig.3-4と Fi g.3寸に示した。いずれの偏性低栄養細菌株も低濃度
有機物培地である STI04培地で良好な増殖を示したが， ZoBell 2216E培地
とほぼ同等の有機物を含んでいる STI00培地では全く増殖することができ
それぞれの偏性低栄養細菌の最終細胞収量 (finalcell yield) 
比増殖率 (growthrate.μ)を Table3-2に示した。通性
低栄養細菌は， ST10・1培地と STI02培地では肉眼で濁りが砿沼できるほど
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of obligate oligotroph (KI89C) 
STI0-1， STI0-2， ST10-3， STI0-4 '‘
_.. 
1000， 10000 times dilution of 
世 35-
25 





























Fig. 3-4 Growth curves of six obligate oligotrophs in 
ST10-n media. ST100 (・)medium contained 5g of tr~lコticase
peptone and 0.5g of yeast e，tract in 11 of aged sea "ater 
-4 (AS"'). ST10-'" (0) and ST10-" (.0.) ¥vere prepared ¥.ath 100 and 
0 10，000 times dilution of the ST10v meditun. A.Sい medIlun
was the autoclaved ASW without any nutrient added. 
-34-
(口)
Time tncu bat ion 
obligate oligotroph in 
NG: no growth. ND: no 
Table 3-2 Growth rales (u， day-1)of 
various peptone concentration IT陪dia.
data 
1培地では増殖曲線が 2段階増殖を示した。他の 2崎株の偏性低





(mg/l aged sea water) peptone added Trypticase Isolates 
5000 500 50 5 0.5 。
ST10 ため，NG ND 0.755 ND 0.732 0.654 KI-6 
Fig.3-7に示すように，その結果，NG ND 1.221 ND 0.556 NG KI-11 
108 
NG ND 1.153 ND 0.937 0.363 KI-12 
9C， 
































? ? ? 』 ?
?
NG 
rate of KI89C in high nutrient mediwn (500mg 
was calculated after 17days incubation. 
0.156 0.340 0.483 ND Kl89C 










? ? ? ?
105 Kト89C
17 
ドi~. ，3-; Groh.th c:ur¥es of t. lll~èe obligate oli~ot l'ophs 
(hI89n， KI89f， 1¥.189DI in tllt> STlC、ー1meditun. Each bacterial 














Fi~. 3-6 Final cell yields of seven obligate oligotrophs 










































、 ? ???Fig. 3-9 Specific growth rates 

























通常の増殖曲線を示し，約 5x 10内 cells/mlの細菌密度に速するまで増殖し




GrO¥，th clIr'¥es of ;ミ faclIltati¥・eoli~oL l'oph ， 



















































































Fig. 3-10 Final cell yields of 1包10in various 
peptone media. a: Y=(3.27 x i06)X， b: Y=(1.63 x 
Y=(3.43 x 105)X 
TrypllcoSt' 01 Conc:enlrolton 




が， これらの結果は，偏性低栄養細菌であっても ST10・ 1培地(500mgぺプ
人工海水 NSSを基礎培地として調製した NSSTI0 ~ 培地中を用いた場合，
偏性低栄養細菌はいかなる有機物濃度の培地であっても地摘することがで
きなかった。 一方，通性低栄養細菌 KE10株は， ST 1 0 n培地と同械の噌殖を



















細菌を rZoBe11 2216E培地と同等のペプトン (5g/l)を含む高濃度有機物












を示した。 Carlucciet aJ. (1986)は，基質無添加の寒天平仮培地によ って
太平洋から分離した低栄養細菌 (通性低栄養細菌と恩われる)が表面海水
から得られた熟成海水のみの培地で 8.0XI0 ~' cells/mlまで増荊し，人工





る (lshidaet al. 1982)。沿岸域では夏期に一時的に 300mgC/lの DOC置
の増加が見られることが報告されている (Banoub& iVilliams 1972)ほか，
微細藻類のブルーム発生時などには環境水の DOC毘が爆発的に増加するこ
とが多い (Jorgensen1986)。一方，外洋域では 50μgC/l程度の DOC霊の












を示唆するu しかし，外洋環境での14C-MPN計数の結果 (Ishida ol al. 









































100および 1，000倍に希釈した培地をそれぞれ Gly200， 







































scheme of preincubation， a: 









とし fこ。滅菌ろ過 ASWで 2回洗浄し，
ST10 !培地で 48時間培養した後，初期細菌密度が
cells/mlになるように ASW培地 (m- 1参照)に接種し， 48時間培養した
細菌細胞をヌクレオポアフィルター(孔径 O.2μm)上に無幽的に集越し，
104 
これを fPre.STI0 I 薗的に梨歯し，
この細菌細胞を
薗ろ過 ASWで 2回洗浄したものを rP re. ASW 1 Jとした。さらに， ASW培地
による培養を 2回， 3回および 4回と繰り返し，同械の操作で集幽した細菌
それぞれ fPre.ASWI J， rPre. ASW皿jおよび fPre.ASWIV Jとし
このようにして集めた各々の細菌細胞を，初期細菌密度が約 4x 104 
cells/mlになるように ST100培地と Gly2000培地(下記)に接純し，
ぞれの培地での増殖を，経時的に直接検鏡 (DAPI染色法. D;;t参照)によ























Fig. 3-12 Changes of 
preincubations of low 





























Pre. ASW 1 
???




( PC)ともに明瞭な差異は認められなかった。 一方， iPre.STI0岨 IJから
IPre.ASWllJまでの細菌細胞を Gly2000培地に接種し増殖を調べたところ，
PCでも 2日間の誘導期を経た後，増殖を開始し，最終的には約
108 ce 1 s/m 1の細菌細胞収量を得ることができたのに対し， IPre.ASW田J
の細菌細胞を Gly2000培地に接種した場合 3日間の誘導期を経て増殖を開
始したが， i Pre. ASWIV Jの細菌細胞では少なくとも 7日閣の培養期間内に














































Pre. ASW IV 








?，ID. -??;--..，，~D O 6 4 2 。





Fig. 3-11 for 
3-13 Growth responses of阻 10in ST100 and 
(6.2g glycine and 0.5g yeast extract added 
D.C.: direct coun七ingwi th DAPI stain (0 o)， 












r Pre. STI0 1 Jと rPre. ASWIV Jの細菌細胞を種々の濃度のグリシン情
地に接種し， f!}.られた最終細胞収量を Fig.3-141こ示した。Gly200培地より
低濃度の培地における細胞収量は rPre.STI0・lJと iPre.ASWIV の聞でほ











うになったという報告もいくつかある (Shimiduet al. 1986. Carlucci 













を示している。この際，低栄養環境に適応した細菌細胞 rPre. ASWIV Jであ
っても高濃度ではなく低濃度のグリシンを基質として添加した培地では充
分に増殖することができ (Fig.3-14)， iPre. ST10・lJとほぼ同憾の最終
.0 








2 20 2∞ 20∞ 
Concentration of Glycine added (mgC/I) 
Fig. 3-14 Final cell yields of阻 10in various 
concentrations of glycine r陪dia. Bacterial inoculum were 








細胞 rPre. ASWrv Jであっても，再び高濃度有機物培地 (ST10 I !~地)で増




を繰り返し，低栄養環境に適応していると思われる細幽細胞を r0 1 i go申
trophic phase ccll， O-CELLJとし，高濃度有機物培地で増殖を繰り返し





研究は Morita(1984， 1985)ゃれelleberget al. (1987)らによ って
行われているが，大腸幽等による基礎的な研究は数多くなされている





K E10株を NSSTI0I培地あるいは ST10-1培地 (n -1実験忘法書照)
で細菌密度が 10cells/ml (00"は儲 0.08)になるまで培養 した細菌細
胞を遠心分離 (8000Gx 10min)によって集菌し，滅菌ろ過 NSSで 2回洗





採取した試料に最終濃度が 4%にな るよ うに中性ホルマリンを添加し，
固定した。この固定試料を DAPI訴さ色した後， 直接検鏡によって計数した値
を全薗数 (totalcel count， T.C.)とした。生菌数 (v i ab 1 e cc 11 
count， V.C.)は STI0I寒天培地による塗沫平坂上のコロニー数で示した。
呼吸細薗数 (respired cell count， R. C.)は以下の方法 (Zimmer-
mann et al. 1978)で計数 したo 採取した試料に最終濃度が 0.02%になる



















さらに SEMのモニター上の 40個の細胞を任意に選ぴ，長軸(L )およ
び短軸 (W)の長さを計測し，以下の計算式を用いて細菌細胞の体訟をd
nした。
v (π/4) x W‘ x (L-W/3) (Bra tbak 1985) 
タンパク質および DHAの合成活性
飢餓開始後経時的に採取した試料を，遠心分雌 (8000Gx 10min)で
梨薗し，滅菌ろ過 NSSで 2回洗浄した後，全菌数値で 10Icells/mlになる
ように滅菌ろ過 NSSに再懸濁した。この細菌懸濁液を 2つの三角フラスコ
に20mlづっ分注した後，それぞれにレ'H-ロイシン (4.44TBq， 120C i 
/mmol， Amersham) 0.5MBqと Hー チミジン (melhyl世 H-lhymid i ne: H-TdR， 
2. 44TBq， 65.9Ci/mmol. ICN) 0.3MBqを別々に添加して反応を開始した。
添加した uトロイシンおよび令Hー チミジンはいずれも 5nMの濃度である。 2，
-52-
4と 6分後にそれぞれのフラスコから試料を 1mlづっ採取し，これらを，あ
らかじめ冷 10%TCA水溶液 1mlの入った試験管に添加して，氷中で 5分間
抽出を行った。抽出終了後，孔径 O.2μmニトロセルロースメンブレンフィ
ルター(AOVANTECH社)上lこ述やかにろ過捕集し， 5m 1の冷 5% TCA水溶液
で 2回洗浄後，ガラスパイアルに移した。この試料に液体シンチレーター
(AQUASOL 0， NEN)を加え，液体シンチレーションカウンター(PACARO 
model2425，あるいはALOKALSC3050)で放射活性を測定した。非生物的な
放射活性の吸器を測定するため，空試験として最終濃度 4%のホルマリン







アミノ 峨u液 (proteinhrdrolysatc， Prot.br.)およびグルコースの同化
活性
飢餓開始後経時的に保取し， J:記と同様の操作で調製した，細菌懸濁
液 20mlに14C_アミノ酸混液 C4C-protein hydrolysate， 14C-Prot. hy.. 
57mCi/mi I iatom carbon， Amersham) ，あるいは0_14Cー グルコース(295mC 
i /mmo 1. I CN)をそれぞれ 1μCi添加した。培養は 200Cで行い，2， 4， 6お
よび 8分後にそれぞれ 1mlづっ採取し，速やかに O.2μmニトロセルロース
















(R. C. ) 
T. C.に
V. C.の割合は 38%であったがI 6日後には 7%となっていた。 一方，































140 21 14 
(day) 
7 。
Fig. 3-16 SEM photographs of KE10 at 0 (A， B)， 3(C， D)， 




Fig. 3-15 Change of bacteial cell number of阻 10during a 
starvation experiment. T.C.: total cell count with DAPI 
stain， R.C.: respiring cell会 countwith INT methods， V.C.: 











Oday 1. 74 + 0.42 0.72 + 0.06 0.60 + 0.17 
1day 1. 58 + 0.26 0.70 + 0.05 0.52 + 0.12 
3days 1. 53 + 0.26 0.68 + 0.05 0.47 + 0.13 
7days 1.19 + 0.53 0.48 + 0.04 0.19 + 0.11 
14days 1.02 + 0.37 0.49 + 0.09 0.16 + 0.08 










Table 3-3 Size changes of facultative oligotroph KE10 during 
starvation. Means士SE(n>20). 
ロー一一ーロー一一一口 t-DNA "0 -ーロ
7 1ゐ
5t arvation (d ay) 
21 
Fig. 3-17 Changes of relative rates of DNA and protein 
synthesis activities by KE10 during starvation. DNA and 
protein synthesis rates were expressed as methyl-~­
thymidine and L-~-leucine incorporation rates into TCA 
insoluble fraction. The values were related to the 
incorporation rate that was obtained at the onset of 
starvation (0 h ) which was assigned a value of 100 (%). 
DNAおよびタンパク質の合成活性
飢餓期間中の潜在的な DNAおよびタンパク質の合成活性の変化を，そ
れぞれサーチミジン eH-TdR)および3Hー ロイシン eH-Leu)の細胞内高分
子画分への同化活性を指標として調べた (Fig.3-17)。飢餓開始時の










3-18) 0 14C_アミノ酸混液(14C-prot.hy.)および14Cー グルコース (14C-
Glucose)の同化活性の飢餓期間中の変化を Fig.3-19に示した。飢餓開始
時にはアミノ酸混液およびグルコースの同化活性は，それぞれ 8.11 x 
10-19atom carbon/cell/minと 0.78x 10-19moJ/cell/minで‘あった。飢餓
開始 1日後， T. C.当りの同化活性はそれぞれ増加し，アミノ酸混液に関し
ては開始時の1.3倍に， グルコースに関しては1.2倍になった。その後，
飢餓経過にしたがってそれぞれの値は減少し，アミノ酸混液の場合は 1週
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14 Fig. 3-18 IncoI主わrationrates of .L"TC-protein hydrolysate 




14 Fig. 3-19 Changes of relative rates of .L"TC-protein 
hydrolysate (A) and 14C-glucose (B) incorporation by 阻 10
during starvation. Relati ve rates per 陀 spiringcell count 

















いることが実験室内で確認されている (Amy& Morila 1983. Kuralh & 














を多数生じるため， r噌殖無き分裂Jと考えられている (Novitsky& 
Morita 1976. 1977. Kjelleberg 1982. 1984)。しかし， KE 1 0株の場合，
飢餓直後に細薗数の噌加およびそれにともなう細菌細胞の体積の減少はみ









持していた。飢餓 140日後にも R.C.は T.C.の約 70%であったのに対し，
V. C.は T.C.の約 7%であった。これらの結果は，飢餓が経過するにした
がって「呼吸活性はあるものの増殖能力を持たない (rcspiringbut not 
viable)組閣Jが増えることを意味する。同様の現象はいくつかの細幽株
についても報告されており (Amy& Morita 1983. Kurath and Morita 19 
83) ，飢餓によって，ノド当は増殖能力 (viability)を失ってはいないもの
の寒天崎地上でコロニーを形成できない細菌 (viablebut nonreplical-
ing cell)が生残しているのではないかと考えられている (Roszak& 





















8れている (Davis& Robb 1985. FaQuin & Oliver 1984他)。アミノ酸
混液およびグルコースの同化活性を V.C.当りでそれぞれ計算するとこの傾
向はやや変わり，飢餓 1日後には前者は開始時の1.7 (告に，後者は 2.4倍
になり. 1週間後にはそれぞれ 3.7倍と 6.0倍に達し，その後も飢餓開始時
と較べて高い値を推移した。 一方， R. C.当りでd算をした場合，活性のぬ
い期間が飢餓 1週間固定で延びたことをのぞいて. T. C.当りの活性の惟移
とさほど大きな差異はみられなかった。細菌計数法の違いによって飢餓過
程における細菌当りの活性の推移についての解釈が変わってくるという問





を忠実に表しているのではないかと思われる (Kurath& Morita 1983)。
KEI0株の飢餓過程における生理的な変化は.タンパク質合成活性，基





られることが指摘されている (Kjelleberget al. 1987. Moyer & Morita 
1989a)。飢餓期間中に生じる細胞数，形状，タンパク質，脂質，核酸物質
などの細胞構成成分の変化は，この第一の段階でみられるのが普通である
(Amy et a 1. 1983. Moyer & Mori ta 1989a. b. Mardらnet al. 1985)。
海洋細菌 S14株の場合， この第一段階(飢餓開始後数時間)1こ，細胞内の




はむしろ一時的に高くなる (Mhdenet al. 1985. Malmcrona-Friberg el 
al. 1986. Nystrome et a1. 1986. 1987)。他の細菌 CANT-300株)では
この時期に細菌細胞当りのタンパク質含量が増加するという報告もある




在することからも支持される (Amyand Morita 1983. Groal and Matin 

























いる可能性が示唆される。海洋細菌 S9株と S14株は飢餓開始 4...24時間後
までに多量のプロテアーゼを合成し，細胞外に放出していることが報告さ
れており，著者らは飢餓状態の細菌が新たなタンパク質やペプチドの供給








飢餓 (shortterm starvation)にさらされており， 一時的に飢餓直後の段










細胞 (Eutrophi c phase ce 11. E-CELL) ， E-CELLを Novistky& Morita 
(1977)の方法に従って全く有機物を加えない人工海水 (NSS)中で一定期間











E-CELL， S-CELLと O-CELLの調製法を Fig. 3-20に示すo KEI0株の保存
培地から高濃度有機物培地 ST10・ 1培地あるいは NSST10-1液体培地に接種
し，培養後再び同じ培地に接種し対数増殖期後期まで培養した細菌細胞を
遠心分離 (8000Gx 10min)によって集菌し，約 200mlの滅菌ろ過 NSSで洗
浄した後，ふたたび滅菌ろ過 NSSに再懸濁した細菌細胞を E-CELL(高濃度
有機物培地に適応した細菌細胞)とした。 E-CELLを，まったく有機基質を
添加しない NSSに 10scells/mlの細菌密度で懸濁し， 2週間飢餓状態にした
後，上述の方法で集薗 ・洗浄を行った細菌細胞を S-CELL(飢餓細胞)とし















Wash twicE? with NSS 
l 













度 2%のグルタルアルデヒドで後固定(2時間〉した後， E-CELLと S-CELL
は遠心分離(8.000Gx 10min)で集菌し， 1% (最終濃度)オスミウム酸
〈半井〉で 10分間処理した。 0-CEl.，Lは細菌密度が少ないため. 10 1の大
量培養を行い. O. 2μmヌクレオポアフィルターでろ過捕集した後，滅菌ろ
過 NSSに再懸濁し，ふたたび遠心分離によって集菌した後. E-CELLや S-
CELLと同梯にオスミウム酸処理を行った。このようにして固定した各細菌
細胞ぺレットを遠心分離によって十分洗浄してオスミウム酸をのぞいた後，
2%寒天に包埋し，約 lmm3の細片に切り取った。この包埋試料を 50.. 
100%エタノール系列で段階的に脱水を行い，プロピレンオキサイドで置換























Fig. 3-20 Preparation procedure of eutrophic phase cell (E-
CELL) ， starved phase cell (S-CELL) and oligotrophic phase 













れぞれの細菌懸濁液を pp試験管に 3.Om Iづっ分注した。 14C四グルコース
(295mCi/mmol， ICN)および14Cー アミノ酸混液 (14C-Prot. hy. ， 
/miliatom carbon， Amersham)をそれぞれに O.15μCiづっ添加して反応を
開始した。細菌内に取り込まれた基質のうち呼吸基質として利用された画
分は以下のようにして定量した。上記の反応液に 2，4および 6分後に直ち















(NEN) : 8ml， 


















and 0-Fig. 3-21 TEM photographs of E-CELL (A)， S-CELL (B) 




















10 ・ 2~ m ol
の同化活性を調べたところ，






画分への同化活性として表した。 E-CELLの DNA合成活性は 22.4(:t 
"mol/cell/minであった。 O-CELLは E-CELLにくらべて














開Aand protein synthesis activities of three cell phases p陀-
facultative oligotroph， KE10. 開Aand protein synthesis activi-
we同 expressedby assimilation rates of methyl~-thymidine 凶レ~-






















2.66 +0.32 2.60 +0.41 +1.56 22.4 






+2.08 67.8 +10.1 269.9 +8.80 189.8 
25.5 
AssimilaLion raLc into 
TCA-insolublc fraction 
-19 (10-.Jmol/cell/min) 
14 (C) 4'C-leucine (500凶1)
103.8 8.47 (B)/(A) 
。
6 4 2 1.98 +0.15 5.04 +0.31 4.79 +0.11 
ST10・培地で培養した偏性低栄養細菌 K189C株の
Table 3・5に示した。通性低栄養細菌と比較









Fig. 3-22 Methyl-明-th抑厄dinel3H-TdR) and 3H-leucine (3H_ 3.. ~ .. _". ，3 





菌細胞の DNA合成活性は O.17 (十 0.03)x 10・2-"mol/cell/minで，タン
パク質合成活性は 5nMのロイシン存在下で 6.97(:t0.47) x 10・ mol 
/cell/min， 500nMのロイシン存在下で 34.1(:t 5.50) x 10・22mol/ccl
/minであ った。偏性低栄養細菌の場合，通性低栄養細菌 KE10株とは見なり，
高濃度有機物培地である ST10I培地で培養した細菌細胞であ っても (ST
100培地では増殖できない)，細菌の形状や比増殖速度には大きな変化はみ
られなか った(I 1参照〉が， DNAとタンパク質の合成活性の面でもやは
り大きな遊いは認められなかった。
Table 3-5 Dl':A and protein synthesis rates， and substrate uptake 
rates of obligate oligotroph (KI89C) growing in ST10-3 and ST10-1 
media. 
KI89C 
Assimilation rate into 
τ~A-insoluble fraction 
-22 ( lQ-""mol/cell/min) 
(A) rnethY13，トthymidine 0.17 + 0.03 0.16 i: 0.03 
14 ~ _. _ . L _ _ ， _ _ ，_ _ _ _ L _ ， _ _ _ • ， _ _' _ L ， _， 14 Table 3-6 ~'C-protein hydrolysate (amino acids mixture) and ~'C申
glucose uptake rates of three cell phases prepared from 1包10. The 
concentrations of substrates added is 1 nanoatom carbon /ml (ca. 
14 500prnol amino acids /ml) of ~'C-protein hydrolysate and 0.16nmol Iml 
14 of ~'C-glucos.e. 
(B) 3H-leucine (5凶) 6.97 + 0.47 7.45 + 0.55 
14 (C) ~'C-leucine (500州) 34.1 i: 5.50 33.5 土1.59 
E-CELL 0-CELL S-CELL 
(B}/(A) 41.0 46.6 
Substrates uptake rate# 
-22 (10 ....mol/cell/min) 
14 存者C-protein hydrolysate 
Assimilation 
Substrate uptake rate 
(10 ~vmol/cell/min) 
14 C-Protein hydrolysate# 
















132.0 + 3.88 180.0 + 5.69 0.20 +0.03 
0.82 +0.01 0.14 +0.03 0.49 +0.02 
6.9 + 0.72 4.9 + 0.55 Respilation 0.19 +0.01 0.00 i:0.002 0.05 i:0.004 
-19 非: 10-~Vatom carbon Icell/min Respiration 0.0 + 0.27 
~# The concentration of substrates added is 1 nanoatom carbon Iml 
14 (ca.200pm0l amino acids川1)of ~'C-protein hydrolysate and 
14 160pmol Iml of ~'C-glucose. 
-22 存 10-....atomcarbon Icell/min. 
基質利用活性
通性低栄養細菌から調製した E-CELLはアミノ酸混液とグルコースの両
基質について利用活性が高く，それぞれの同化活性は 9.06(十 0.93) x 
10- 1'~ atom carbon， 0.82 (土 0.01) x 10・19mol/cell/minであり，呼吸
-72- I -73-
活性は 0.52(-t 0.09) x 10 I atom carbon， 0.19 (+ 0.01) 
mol/cell /m i nであった(Table3-6，Fig. 3-23) 0 E-CELLを 2週間飢餓状態
に8らした細胞細胞 S-CELLではアミノ酸の同化活性および呼吸活性は
o. 20) と O.20 (斗 0.03)x 10-I':latom carbon/l07cells/minで
あり，それぞれE-CELLの 41.8%および 38.5%に減少していた。一方，低
濃度有機物培地で培養を繰り返した細菌細胞 O-CELLでは，アミノ酸の同化




E-CELLと比べてきわめて低く，同化活性で O.14 (士 O.03) 
10 "~ mol/cell/min ，呼吸活性はほとんど O であったのに対し，
は呼吸法質としての利用活性 0.05(士 0.004)x 10 I ~ mol /cell /min と低
いものの同化活性は O.49 (士 0.02)x 10-19mol/cell/minと































132.0 (士 3.88)と 18.9 (十 4.43)x 10-22atom carbon/cell 
/mi n"t"あり，グルコースの利用活性{同化活性が 6.9(r 0.72) x 
10 ~~ mol /cell/min，呼吸活性が O. 0 (:t O. 27) x 10柏市 ol/cell/min}
より比較的高く， KE10株の O-CELLと似た傾向がみられた。高濃度有機物培




























14 Fig. 3-23 Assimilation and respiration of ~ ~C-glucose by E-



















0.60μm ~ ， 0.16μmと 0.31μmであり， O-CELLは S喧 CELLよりいくぶん細
長い形態であった。 TEMによる 3種の細菌細胞の内部形態的の観察では，
O-CELLには E-CELLにはみられない電子密度の低い粒子状の物質か多量に分






トCELLは E-CELLの 1/8の DNA合成(TdR[IN")活性しかみられないにも
かかわらず，タンパク質合成 (Leu~. r _. t) 活性に関しては E-CELL と同等か，
低濃度のロイシンを添加した場合にはむしろ E-CELLより高い活性を示し，
Leu~.r .;，( /TdRIJN"比は 103.8ときわめて高かった。一方， S-CELしでも
L eu ，.r .:' 1/ TdR [IN白比が 25.5でトCELLの値 (8.47)よりも高かった。富栄養

































ーL _-" 14 Table 3-7 Incorporation rates (h- ) of ~~C-
14，.， ...，，___~ L_ ¥ __-' 14 protein hydrolysate (L'C-Prot.hy.) and L~C-glucose 
(14C-Glc.) by bacterial assemblages in south 
paci fic ocean (23" 08.5 I S I 1710 02.0 I E) . 20ml water 
samples were incubated with radiolabelled sub-
























性低栄養細菌 KEI0株の O-CELLと向様に. DNA合成活性にくらべてタンパク
質合成活性が高く維持されており (Leupro:，t/TdR[lNk= 41).またグルコー
スの利用活性がアミノ酸混液のそれと較べてかなり低い傾向が見られた。
しかし. KE10株の場合では高濃度有機物培地 (STあるいは NSSTlO-1培地〉
で培養した細菌細胞 E-CELLと低濃度有機物培地で培養した細菌細胞 0-
CELLの聞に高分子合成活性や基質利用活性に大きな差異がみられたのに対
して. K 1 89C株の場合，低濃度有機物培地で培養した細菌細胞(O-CELLに相





偏性低栄養細菌 KI89C株の場合. 1細胞当りのLeu"r tは 418.2x 
10・';<!mol/hである。外洋環境でタンパク質合成を行っている全ての偏性低
栄養細菌が KI89C株と同等のタンパク質合成活性を持つと仮定した場合，
第 U4lで示した結果から. Stn.28の 30m層では 1mlの海水中で約1.26 x 
10"の細菌がタンパク質合成を行っているという結果が得られる。この値は
















とは多くの研究者によって考えられている (Hirsh1979. Poindexter 19 
81)。実際に外洋環境の細菌群集の有機基質に対する親和性はきわめて高











あらかじめ O.2nM から 100nM までの濃度の L- ~I!-ロイシン，あるい
は 0.04μMから 10μMまでの濃度の L_14C-ロイシンを添加した試験管に，
それぞれ 10~cells/m 1の濃度になるように調製した E-CELL，S-CELLおよび
かCELLの細菌懸濁液を， }rQ)づっ加えて反応を開始した。200Cで 2分間培
養後，速やかに O.2μmニトロセルロースメンブレンフィルター (ADVAN-
TECH社〉上にろ過捕集し，約 10m)の滅菌ろ過 NSSで 2同洗浄した後，ガラ
スパイアルに入れ，液体シンチレーター (AQUASOLn. NEN)を添加して放








V = ① 
Vmax . S 










化を調べるために， 5pmol の L- ~ Hーロイシンあるいは 100pmol の L_ 1 4 C- ロ
イシンを添加した滅菌試験管に，報々の非放射性のアミノ酸を，添加した








で希釈して得た 10% NSS液を低張液として用いて 10分間の浸透圧処理をほ
どこした。SEM観察によると，この処理では細菌細胞の完全な破壊はみられ
ず，処理後ら処理前の 82.._ 9 4 %の増殖能を維持していた。 この処理によっ
て湿辺吐 19の細菌細胞当り E-CELLでは 2250μg，S-CELLでは 3400μgの
タンパク質が上澄中に得られ， これらのタンパク質をペリプラズムタンパ






した。泳動終了後， 14c-ロイシン (328mCi/mmo).Amersham)を 17μCi添






























































































































3-25 Incorτ泊rationrates of 





Incorporation of leucine by S-CELL prepared from 









雪、$2 。 2 3 t. 5 





E-CEl.Lと S-CELLでは 7.04x 10 1 ~ mol /ccll/min と 6.70 x 10 ) 'mol/cel 
l/minでほぼ同じ仰であるのに対して， O-CEl.Lではこの怖が 13.9xl0・)<，
mol/ccll/minと 3種の細薗細胞のなかではもっとも尚かった。 E-CELL，S-
CCLLおよび O-CELLの細菌細胞の平均の点面積はそれぞれ 3.29μm"， 1. 54 
μrおよび 2. 94μがであることから， O-CELLと S-CELLの表面積当りの









S-CELL Tab~~ 3-8 _ ~~!~~~.~~ ~~nr!~i?~~~~~~e~1~~~n~_~c~~s on the incorporation of ~~C-leucine (1uM) and vH_ 
leucine (5nM) by E-CELL prepared from KE10. 
Competitors were added at 50 times the 
concentration of radiolabelled leucine. Every 
sample was incubated for 2min at 20・C.
% inhibition of 
incorporation 
。 100 























Amino acid added 















Fig. 3-26 Lineweaver-臥lrkplots of leucine incorporation by 
E-CELL (A)， S-CELL (B)出世 O-CELL(C). 
-84- 8ー5-
















Table 3-9 Effect of osmotic shock treatment 
(10% NSS) on the incorporation of radio-
labeled leucine (luM， 5nM) by E-CELL and S-
CELL. Ratio of incorporation rates to those 
by E-CELL and S-CELL without osmotic shock 
七reatmentwere shown. 。










S-CELL 52.2 18.2 
Fig. 3-27 1訓 cinebinding activity in the periplasmic 
proteins extracted from E-CELL (A) and S-CELL(B). The 
periplasmic proteins were separated by 7.5% polyacrylamide 
gel electrophoresis and the protein patterns with silver 
staining were shown at upper sides. The proteins which had 
leucine binding activity were indicated (y，t!)・BothE-CELL 
and S-CELL showed sa肥 proteinacti ve to leucine binding ( t4 ) . 





されなか った。 S-CELLで確認されたこのロイシン結台タンパク質は， E-




培養したKEI0株の細菌細胞トCELLは Km値がそれぞれ 2.8x 10 Mと







Azam & Hodson (1981)と Hagstr向 elal. (1984)は外洋海域の細
菌群集のほ質取り込みカイネティクスを現場試水および述統培養系で調べ，
これらの細l調群集が復数の KmMiを持っていることを示した。その後，
Nisscn ct al. (1984)は，海水のみの培地でも増殖可能な海洋細薗分離株
がグルコースの取り込みに関して多相の取り込み機構 (Multiphasic




菌や淡水細i泊で，アミノ 酸，糖な どの有機基質に関 して 2つ以上の多相の
取り込み系が報告されている (Geescy& Morita 1979. Mardcn el al. 19 











世 88- 骨 89-
さて， KE 1 0株の 3穫の状態の細薗細胞に共通してみられるの高知和性
の取り込み系についてVmaxft査を較べたところ， O-CELLは他の 2極の細的細












地 (2.7rnM)で培養した細菌細胞 (H-cell) と，低護度グルタミン酸培地で
培養した細菌細胞 (L-cell)の聞には，取り込み系に関しては劇的な変化
は見られなかった。しかし，本研究で用いた海洋性通性低栄養細菌防10株

















取り込み系を持っているが (Geesey& Morita 1979) ，飢餓状態にはいる
と低親和性の取り込み系の機能は低下するのに対して，高親和性の取り込
み系は維持されていると報告されている F a-
Quin & Ollver 1984)。
KE10株の O-CELLあるいは S-CELLは，低栄養環境下では低親和性の基






























3-28 Leucine uptake kinetics of thrモecell phases， E-
S-cELL and O-C阻止J・ Km: Michaeris constant， uM， Vn冶x:













10%NSSによる浸透圧ショックをほどこした KEIO株の E-CELLと S-
CELLは， いずれもロイシン取り込み活性を低下させた。このことから以透
庄ショ yクによって細菌細胞から除かれるぺリプラズム空間タンパク質
(P. P. )が， KE 10株のロイシン取り込み機情に大きく関うしている吋能性
が示唆された。グラム陰性細菌では， P. P.の中の結合タンパク質 (Bi nd-
ing Protein. B.P.)が環境中の有機基質，特にアミノ般の取り込みに 'fi要
な役割を果たしていると考えられている (Anraku1982)。また I (毎j干nt境
中の細i通群mにみられる高い基質親和性に結合タンパク質が関与している
という怠見もある (Griffiths et a1. 1974)。そこで，E CELLと S-
CELLのロイシン取り込み機構の追いがぺリプラズム空間jに存仕する B.P.の
違いによって生じる可能性，いいかえると， KEIO株の低栄養環境への適応












から明らかになっている (Albertsonet al. 1987. Nystr討1 et al. 19 










応しているのではないかと考えられる。また， S-CELLの P.P.中で唯一 ロイ
シン結合活性を持っているタンパク質が， これが E-CELL，S-CELLと 0-
CELLに共通してみられる高親相性の取り込み系に関与する B.P.である可能
性は強い。
ロイシン取り込みカイネティクスの解析から， O-CELL は S-CELLよりも
より高度に低栄養環境に適応していると判断されることから，O-CELLの
P. P.を解析することは大いに興味のもたれるところであったが， E-CELLと
S-CELLで P.P.抽出に用いた浸透庄ショックの条件では， O-CELLから P.P 
















( 2) 通性低栄養細菌 KEl 0株は，高低両培地およびまったく有機物を添加
しない熟成海水 (ASW)中であっても良好な増殖をした。
( 3) 高濃度有機物培地で培養した KEIO株はグリシン高濃度培地 (2gC/l)
で噌殖可能であるが，この細菌を低濃度有機物培地 (NSST10-4培地かASW)








( 5) 高濃度有機物培地で増殖している細菌細胞 E-CELL. E-CELLを 2迎問
飢餓状態にさらした細菌細胞 S-CELLおよび低濃度行機物培地で増殖してい
る細菌細胞トCELLを KE10株か ら調製し，これら 3種の細菌細胞の間で
DNA合成活性 (TdR['Nk)およびタンパク質合成活性 (Leur. r e't )を調べたと
ころ. O-CELLと S-CELLはいずれもトCELLにくらべて DNA合成活性が 1/8








( 7) トCELLは， ロイシンの取り込み系に関して Kmfl直が1.1 x 10 -~' Mの低
親和性の取り込み系と 2.7x 10 Mの高親和性の取り込み系を持っている
が. O-CELLと S-CELLでは低親和性の取り込み系が消失し，高親和性の取り
込み系のみが保持されていたu トCELLの高親和性のロイシン取り込み系は












(Oppenheimer & ZoBell 1952)が開発されたが. Sieburth (1967) らによ
ってこの培地中の有機物濃度が海洋細菌の増荊には品すぎるのではないか
と指摘され，多くの海洋微生物の研究者がこの問題を検持した (Fonden
1968. lshida & Kadota 1914. 1975. Ishida et al. 1986. Eguchi & 
Ishida 1990. Akagi et al. 1977. Carlucci & Shimp 1974. Mallory ct 




た (Ishida& Kadota 1979. Ishida et al. 1986. Eguchi & Ishida. 19 
90)。 この方法によって，従来の方法に比べて細崎のJ数値が 10....10倍
以 tも増加するとともに， これまでは存在がわからなかった一群の細菌






























採J}<は. 1986年 4月23日と5月22日. 1987年 5月29日および1989年 6月
22日の計 4同，観測船「白浪丸Jにより前述〈町一l 参照)の若狭湾冠島
近海で行った。 1986年 5月のみ Stn. 2で，それ以外は Sln. 1で採水した
(Pig.ト1)。表層水 (Om層)は滅菌ガラスボトル (WHATMAN)で直接採71<









ケースぺプトン (Trypti case peptone. Try. BBL) ，ポリペプトン
(Polypeptone. Pol.大五)，プロテオースペプトン (Proteosepeptone 
. Pro. 0 i fco)の 3障はカゼインの部分加水分解物，カザミノ酸(Cas-
amino acids. Cas. Difco)はカゼインの完全加水分解物，フィトンペプト
ン (Phytonepeptone. Phy. Difco)は大豆タンバク質の部分加水分解物で
ある。 トリプティケースペプトンを基質とした通常の ST10-n培地も対照と
して使用した (Try培地〉。それぞれの基質の高濃度培地は ST10 I培地と
閉じ有機炭素濃度(約 200mgC/I)になるようにろ過熟成海水 (ASW)で調
製し，それぞれに酵母エキス (Difco)を 0.05g/1の濃度で添加した。グル
Table 4-1 VariaLion of high nuLrient liquid media forトiPNcounL. 
composition abbreviaLion 
substrate Y.E. ASW NaN03 
trypticase 
peptone 0.5g 0.05g 1 1 Try(ST) 
proteose peptone 0.5g 0.05g 1 1 Pro 
polypeptone 0.5g 0.05g 1 1 Pol 
phyton peptone 0.5g 0.05g 1 1 Phy 
casamino acids 0.5g 0.05g 1 1 Cas 
glycine 0.62g 0.05g 1 1 Gly 
alanine 0.05g 1 1 Ala 
leucine 0.36g 0.05g 1 1 Lcu 
phenylalanine 0.05g 1 1 Phe 
glutamate 0.49g 0.05g 1 1 Glu 
aspartate 0.55g 0.05g 1 1 Asp 
arglnlne 0.48g 0.05g 1 1 Arg 
histidine 0.05g 1 1 日is 
glucose 0.50g 0.05g 1 1 0.05g Glc 





1985年 5月の観測の際に. STI0 4培地では 10'Ocells/ml程度にしかt昔前せ
ず. r増殖無し ‘と判定された試験管でも. ST10-?培地に再控純するとそ
の多くが 10'cells/ml以上の増殖を示した経験によるものである。また
1986年 4月の観測の際に，低濃度有機物培地として基質を添加しない熟成
海水のみの培地 (ASW培地). STI0 4培地および ST10・3培地の 3障を用立
し，得られた MPN簡を比較したところ， この海域では STI0・a培地や ASW培









(F i g.ト 1)。 トリプティケースペプトンを基質とする Tryfs:濃度培地
(STI0う培地と同じ)による全低栄養細菌計数値は. 0 rn層で 7.0XI04
cells/ml， 50mJMで 2.2 x 104 ce 11 s/m 1であり，そのうち偏性低栄養細薗の
割合はそれぞれ 42%と 93%であった。その他の市阪のぺプトン(Pol. 
Proと Phy)を法質とした低濃度培地を用いて得られた低栄養細菌の MPN値
は， Om腐と 50m屈をとわず，全体的に Try培地で得られた値よりも低く，












MPN COUNT (Log N I ml ) 
3 4 5 
Om 
r:-了 了…で晶画7amkF0.
Cas 機騒謀議繍 50m 
Fig. 4-1 Number of total oligotroph (TO) and facultative 
oligotroph lFO) counted by MPN method with various peptone 
J陪diaat Om and 50m depth of Stn.1 in Wakasa Gulf (see Fig. 
3-1) on April 23， 1986. See Table 4-1 for each 
abbreviation. 
低栄養細菌であったが，全低栄養細菌計数値は Try培地のそれより低かっ




1986年 5月， 1987年 5月および 1989年 6月には，アミノ酸，糖および
有機酸を単一基質として調製した培地(単一碁質培地〉によって全低栄養
細菌と通性低栄養細菌の MPN計数を行 った (Figs.4-2'"ト4)。低濃度培地
での全低栄養細菌数(一次接種)は，単一基質培地の方がペプトン培地よ
りもー桁ほど少ない傾向が見られた。しかし，単一基質培地の中での差異
MPN COUNT (LogN Iml) 













Fig. 4-2 Number of total oligotroph (τひ)and facultative 
oligotroph counted lFO) by MPN method with various substrate 
media at Om and 40m depth of Stn.2 in Wakasa Gulf lsee Fig. 























Fig. 4巴 3 Number of total oligotroph (TO) and facultative 
oligotroph (FO) counted by MPN method wi th various substrate 
Il<きdiaat Stn.l (Om) in Wakasa Gulf (see Fig. 3-1) on May 29， 
1987. See Table 4-1 for each abbreviation. 
Leu 





















Fig. 4-4 Nl~ber of total oligotroph (TO) and facultative 
oligotroph (FO) counted by MPN n陪thodwith various peptone 
media at Stn.1 (Om) in Wakasa Gulf (see Fig. 3-1) on June 























能性もある。 I 1でも述べたように ST100培地で増殖できず，偏性低栄
養細菌として分離された細菌がその他のぺプトンやカザミノ酸をM質とし































際， トリプティケースペプトンを基質とした LT10-3培地 (ST10-C'培地に相
当)よりも，現場の湖水をそのままろ過滅菌して低濃度培地として使用し





ろ過 ASWIこ諮解して調製し，これをろ過 ASWで 10倍. 100倍. 1. 000倍に
希釈した明地をそれぞれ 20mgC/l培地. 2mgC/l培地および 0.2mgC/l培地と
した。 KEI0株を ASWで 4回以上繰り返し培養した細菌細胞 0・CELLを初期細







































































京lO 2000 20 。20 。E改元。実験方法
(mgC / 1) Concentration of amino acid added 
Fig. 4-5 Final cell yields of 0-CELL p問問問dfrom KEI0 in 
various concentrations of single amino acid r間dia. Dot line 
show the final cell yield of 0-CELL in ASW (aged sea water) 
















/1培地では細胞収量が低下(6.5xI0内と 5.5 x 10拘 cells/ml)
用いた細胞収量を Fig.4-5(A)-(1)に示した。
( Leu， イシンST1 0 n培地の場合 (m- 1参照〉と同械に， KEI0株 O-CELLは低濃度有
機物培地で繰り返し培養したにも関わらず，ほとんどのアミノ酸高濃度培
地 (2，000mgC/I)で即座に対数増殖を開始し， 70-120時間後には定常期に アス
Fig.4-5(E)) ， 
F i g.ト5(B))の 4種を基
ヒス
した。
( CyS， システィンFig. 4-5(8)) ， 
Fig.4-5(D)) ，とグリシン
パラギン酸(Asp， 























( Cys) とヒスチジン (Hi s)をそれぞれ基質とした時に高濃度培
地での増殖限宮がみられた。 2mgC/1の濃度のヒスチジン培地で{!}られた
トCELLの最終細胞収量は1.6 x 106cell s/mlで， O-CELLの基質無添加のろ









Gly Gly 20 




















Fig. 4-6 Growth curves of阻 10in various concentration of 
glycine (Gly，O，O，d ) and glycilglycine (GlyGly，・.・，. )・
The concentration of substrate were 2000mgC/l(O，・)， 20mgC/l 
(口，・)and 2mgC / l(ム，.). O-CELL was used for each inoculums. 
ー108-

























































/milliatom carbon， Amersham) ， D_14C-グルコース (292mCi!mmol.
Amersham) ， 14 Cー グリシン (118mCi!mmol.Amersham) ， L_14C-ロイシン
(342mCi/mmol， Amersham) ， L_14Cーアラニン (75mCi/mmol.Amersham) ， 
L_14Cー ヒスチジン (150mCi/mmol， Amersham) ， L_14C司セリン (157mCi











































液体シンチレーター (AQUASOLs. NEN) を加え，液体シン


















リシンを最終濃度が 0.25，0.5， 1. 0， 












14Cーセリン， IAc-ロイシン， 1ac，グルタミン酸， 14c-ヒスチジン，
ラニンの同化置を経時的変化を Fig.4-7に示した。同化量はヒスチジンで









































14 Fig. 4-9 Å~C-protein hydrolysate incorporation of O-CELL 
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14 Fig. 4-8 Relative rates of i~C-protein hydrolysate (Prot. 
hy.) and 14C-glucose incorporation by O-CELL (悶10)at 
various concentration of glycine added. The values were 
related to the incorporation rates without glycine. 
ー14-
2000 2 







ン存在下での 14C-アミノ酸混液の同化速度を比較した (Fig.4-11) 0 14C_ 
アミノ酸混液の同化は， グリシルグリシンでは 2mgC/lで 30%の， 2000 
mgC/lで 60%の阻'3活性があらわれたが， グリシンの添加に比べてその同
化阻害効果は小さかった。
-Jj， 14 C-ヒスチジンは 2.000mgC/lのグリシン存在下であっても 15%の
同化臨害しか示さず，最もグリシン添加の影響を受けに くか った。
14~ L._~'~!__lt t: _1 14 Fig. 4時 10 Relative rates of ~~C-histidine(His) ， ~~C-
14，. ，___.__'T_..I 14，. ___:__1<:'__¥ ^ _.4 14 alanine(Ala)， ~~C-leucine(l創)， ~~C-serine(Ser) and ~~C申
glut創随te(Glu)incorporation by 0-CELL (阻10)at various 
concentration of glycine added. The values were related to 
the incorporation rates without glycine. 































-2 20 Concentration 01 Glycine Added (mgC/I) 
0.0 L.if 
0 200 2000 2 20 
Concentration 01 Gly or Gly-Gly Added (mgC/I) 
Fig. 4-11 Relative rates of 14C-protein hydrolysate 
incorporation by O-CELL (阻10)at various concentration of 
glycine (・)and glycilglycin (0) added. The values were 
related to the incorporation rates without glycine. 
-116- 1ー17-
さらに，外洋海域の細l岩群集について行った問機の実験の結果をFi g.



















6 33' 0" N 





Concentration of Gly and Gly-Gly Added (uM) 
14 Fig. 4-12 ~'C-protein hydrolysate incorporation raLe of 
ba.cterial assemblages at Stn. 33 (SO 33'O"N， 159" 59'9"E) with 





く (Hirshet al. 1979， Poindexter 1981) .実際に越質に対する親和性
の高い取り込み系は海洋細菌分離株や外洋の細菌群集から確認されている
(Akagi et al. 1980a， Nissen et al. 1984，)。 通性低栄養細菌 KE10株
の場合も O-CELLで親和性の高いロイシン取り込み系の存在が明らかになっ
ている〈皿 -5安照〉。一方，多くの基質を同時に取り込む乙とができる
特異性の低い取り込み系に関しては I Akagi el al. (1980a)が海洋性低栄
養細菌 486株でその存在を報告している。 Tam& Pate(l985)は低栄養細菌
である位担包担aulis bi旦辺~thec盟から分離された付属柄(細胞墜と細胞







(Kihara & Snell 1952， Johnson & Yishniac 1970， Ferber & Ely 1982)。




ほとんど阻害されなかったにもかかわらず， 14Cー ヒスチジンをのぞく 4揮








は異なる系で取り込まれるという報告は多く (Payne1978. De Fclice et 






















1V 4 概 要












( 3) グリシンは KEI0株 Q-CELLによる他のアミノ酸の同化を強く阻害し
たのに対し， グリシルグリシンはそれほど強く阻害しなかった。問機の結
果は外洋海域の細菌群集でもみられた。このことから(2)でみられた高濃




































細胞 S-CELLの 3砲の細菌細胞を調製し， DNA合成活性およびタンパク質合
成活性を調べたところ， O-CELLと S-CELLは DNA合成活性が E-CELL.の 1/8
程度と低かったが，タンパク質合成活性はトCELLでは E-CELL と IrlJ~ かそ










( Kndl直: 1. 1 x 10・ M)と高親和性 (Km値 : 2.7 x 10・9M)の 2つのロイ
シン取り込み系を持っているが，トCELLと S-CELLでは低親和性の取り込み
系が消失し，高親和性の取り込み系のみが保持されていた。 O-CELLの高親















域の調査結果では，タンパク質合成活性のある細菌数は 0.36--1.3x 10" 
























1n pelagic waters oligotrophic bacteria， especial-
ly obligate oligotrophs， were predominated， and it is 
expected that these bacteria may have unique physio-
logical properties to adapt to low nutrient environ-
ments， different from those of bacteria in eutrophic 
coastal waters. 1n this paper， in order to make clear 
such physiological and ecological significances of 
oligotrophs in oligotrophic pelagic water， adaptation 
mechanisms of oligotrophs in pelagic waters were 
studied. 
The results obtained are summarized below: 
( 1) 1旦工よヱQ DNA and protein synthesis rates of bacte-
rial assemblages in oligotrophic pelagic waters where 
obligate oligotrophs were predominated， and in eu-
trophic coral reef waters where facultative oligotrophs 
were predominated， were estimated by measuring incorpo-
3 tJ .. L. ___ : .) : _ _ _ _ -' 3 
ration rates of VH-thymidine and vH-leucine into TCA 
insoluble fraction. The bacterial assemblages in coral 
reef waters had higher DNA synthesis activities than 
those in pelagic waters， and there was a positive cor-
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